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Abstract 
Objective: We investigate the effect of TrkA signaling pathway on the expressions of transient receptor potential channel in 
6-hydroxydopamine(6-OHDA) lesioned rat treated by electroacupuncture and to explore the role of trkA signaling pathway and TRP 
subfamily in the pathogenesis of Parkinson's disease (PD), which would reveals the mechanisms of electroacupuncture (EA) 
neuroprotective effect. Methods: The experimental models were established by unilateral injection of 6-OHDA into the left medial 
forebrain bundle (MFB).TrkA signaling pathway inhibitor K252a was infected into MFB through two small burr holes in the skull to 
block trkA signal.The change of TRPC1 and TRPC3 expressions was detected by use of immunohistochemistry and RT-PCR as well as 
TUNEL for cell apoptosis. Results: The expressions of TRPC1 and TRPC3 in the substantia nigra (SN) of the 6-OHDA lesioned rat 
were significantly reduced. Compared with PD model group, TRPC1 and TRPC3 expressions were significantly increased in the EA 
group. There was no statistically significance in TRPC1 and TRPC3 expressions between K252a and PD model groups (P> 0.05). The 
number of apoptotic cells in SN increased 54.5% in the PD model rats, while positive apoptotic cells were significantly reduced in the 
EA group. There was no statistically significance in apoptotic cells between K252a and PD model groups (P>0.05). Conclusion: 
TRPC1 and TRPC3 expressions downregulated in the SN of the 6-OHDA lesioned rat, which was accompanied by apoptosis increase in 
the SN. EA treatment could reverse this effect, and trkA signaling pathway inhibitors K252a can attenuate the neuroprotective effect of 
EA. It suggested that TRPC1 and TRPC3 may play an important role in the pathogenesis of PD, and certain TRPC subfamily 
expressions change may be associated with the pathogenesis of PD. Its expression might be subject to trkA signaling pathway, and this 
signal pathway may be the regulation target for EA neuroprotection. 
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【摘要】目的 观察 trkA 信号通路调控对电针处理的 6-羟多巴胺(6-OHDA)损伤大鼠黑质瞬时受体势通道亚族 TRPC1、TRPC3
表达的影响，探讨 trkA 信号通路及 TRPC1、TRPC3 在帕金森病(PD)发病机制中的作用，揭示电针干预发挥神经保护效应的
机制。方法 采用 6-OHDA 偏侧毁损方法建立 PD 大鼠模型，利用 trkA 信号通路抑制剂 K252a 立体定向注入左侧大鼠前脑束
阻断 trkA 信号，用免疫组织化学法和 RT-PCR 法检测大鼠黑质区 TRPC1、TRPC3 基因表达的变化，并利用 TUNEL 检测黑
质区细胞的凋亡情况。结果 模型组大鼠黑质区 TRPC1 和 TRPC3 基因表达显著减少，电针组大鼠黑质区 TRPC1 和 TRPC3 基
因表达较模型组显著增加；K252a 组大鼠黑质区 TRPC1、TRPC3 表达明显减少，与模型组比较差异无统计学意义（P>0.05）。
与电针组比较，模型组大鼠黑质区凋亡阳性细胞数目增加 54.5%，电针组凋亡阳性细胞显著减少；而 K252a 组凋亡阳性细胞
数目与模型组比较差异无统计学意义（P>0.05）。结论 6-OHDA 损伤大鼠黑质区 TRPC1、TRPC3 基因表达下调，同时黑质
区细胞凋亡增加。电针干预能够逆转这一变化，trkA 信号通路抑制剂 K252a 能削弱电针的神经保护作用。TRPC 某些亚族基
因如 TRPC1、TRPC3 可能在 PD 的发病中扮演重要角色。TRPC1、TRPC3 的表达可能受 trkA 信号通路的调控，该信号通路
可能是电针治疗 PD 发挥神经保护作用的重要调节靶点。 
【关键词】trkA；瞬时受体势通道；6-羟多巴胺；帕金森病；电针 
 
帕金森病(Parkinson’s disease，PD)是一种常见的中枢神经系统变性疾病，其目前认为发病机制主要与
遗传易感性和环境因素共同作用有关，其基本病理改变是黑质纹状体多巴胺能神经元进行性变性脱失、残
存神经元胞浆内嗜酸性包涵体路易小体形成。研究表明，PD 的发病机制包括线粒体功能障碍、氧化应激、
兴奋性氨基酸毒性作用[1]、炎症反应[2] 及细胞凋亡等，但其确切的发病机制仍未完全阐明，因此目前尚无
特殊有效的治疗方法。有文献报道针刺治疗帕金森病具有一定的效果和优势，但作用机制尚待进一步深入
研究。 
瞬时受体电位通道(Transient receptor potential channel，TRP)是位于细胞膜上的一类重要的非选择性阳
离子通道超家族[3]。其中 TRPM 和 TRPC 亚族中的某些亚群如：TRPM2、TRPM7、TRPC1、TRPC3、TRPC5
在哺乳动物的中枢神经系统中有丰富的表达[4]。其主要参与细胞膜受体激活磷脂酶 C 所介导的钙离子内流，
并与 Ca2+、Mg2+稳态的维持有关，另外对于维持神经元的正常存活也具有重要作用。Selvaraj 等[5] 研究发
现，TRPC1 能够抑制 MPP+诱导的多巴能神经元变性死亡。徐斌等[6]研究发现，TRPC3 可能作为介导黑质
质密部（SNc）-网状部（SNr）DA 途径的效应通道来调节基底节区神经元的传出模式，提示作为钙通道的
TRPC 可能参与了某些退行性疾病的发病过程。受 VEGF 激活的 PI-3K/Akt 和 ERK 信号通路能够抵御 MPP+
介导的神经细胞凋亡[7]。Jiang[8]等研究发现，蛋白激酶 A (Tropomyosin-related kinase A，trkA)信号途径参
与缺血再灌注和糖氧剥夺后海马神经元 TRPM7 表达的调控。电针可通过 trkA/PI-3K 信号途径发挥调控缺
血再灌注损伤大鼠脑神经 TRPM7 表达的作用[8]。基于上述研究结果，推测 trkA 信号通路可能参与了 TRP
表达的调控。鉴于 TRP 某些亚族如 TRPC1、TRPC3、TRPC5、TRPM2、TRPM7 与 Ca2+、Fe2+调节及神经
保护作用有密切联系。TRP 可能参与 PD 的发病过程，电针治疗 PD 发挥神经保护作用是否有 TRP 调节机
制的参与，目前尚未见相关的研究报道。本研究采用 6-OHDA 损伤大鼠为 PD 模型，观察了其黑质 TRPC1、
TRPC3 的表达情况及电针对其的影响；并以 K252a 阻断 PD 模型大鼠 trkA 信号通路，观察了电针干预对该
通路介导的 TRPC1、RPC3 表达变化的影响，探讨了电针干预治疗 PD 的神经保护作用机制，以期为电针
治疗 PD 的应用推广提供理论依据。 
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1材料与方法 
1.1 材料 40 只清洁级健康成年雄性 Wistar 大鼠（青岛实验动物中心提供），大鼠均自由饮食，室温(25±
2)℃，单笼喂养，自然光照。6-OHDA (美国 Signm 公司)；兔抗大鼠 TRPC1、RPC3 多克隆抗体及免疫组织
化学 SABC 试剂盒(武汉博士德公司)；TRPC 引物由武汉博士德公司合成。 
1.2 动物分组和模型的建立 体重 220～250g Wistar 大鼠 40 只随机分成 5 组，每组 8 只。对照组（抗坏血酸
处理）、模型组（6-OHDA 处理）、EA 组（6-OHDA+EA）、K252a 组（6-OHDA +EA+K252a）、DMSO
组(6-OHDA+EA+DMSO)。腹腔注射 10%水合氯醛（30mg/kg）将大鼠麻醉后，固定于大鼠脑立体定位仪上，
采用 6-OHDA 毁损前脑束建立 PD 模型，参照 Barneuod 的方法[1]注射靶点选择大鼠脑左侧内侧前脑束
（MFB），MFB 靶点坐标选择囟前(AP) 4.4mm，中线(ML)1.2mm，硬膜下（DV）7.8mm，和 AP−4.0mm、
ML 0.7mm,、DV−8.0mm。微量注射泵注入 6-OHDA18μg(3μl)（18μg 溶于 3 μl 含质量分数为 0.2%抗坏血酸
的生理盐水中），注射速度为 0.5 μl /min ，术毕留针 10 min。K252a 组大鼠连续 2d 在定向仪辅助下，将微
量注射器针头缓慢进针到靶点后注入 0.5μl (300 nmol/L) K252a，DMSO 组注入 0.5μl DMSO，第 3 天注入
6-OHDA 3μl；对照组注射靶点注入 3μl 含质量分数为 0.2%抗坏血酸生理盐水，局部消毒常规缝合伤口。每
日腹腔注射青霉素 10 万 U 以预防感染。 
1.3 电针干预 正常组和模型组造模后不作任何处理，电针组大鼠从 6-OHDA 处理当天起开始电针（选取阳
陵泉、太冲、血海和足三里穴），电针时大鼠用自制束缚装置固定，选用 0.5 寸 30 号毫针针刺，针刺后接
通电源，频率 2～100 Hz，电压 220Ｖ，疏密波，每日１次，每次 20min。 
1.4 免疫组织化学检测 所有大鼠在第 7 天时用 10%水合氯醛深度麻醉大鼠，用 4%多聚甲醛灌注液快速灌
注固定，断头取全脑，分离出中脑，置于 4%多聚甲醛中固定约 4~6h。利用免疫组化法（ABC法）检测TRPC1、
RPC3 的表达，组织脱水后用石蜡包埋机常规包埋，切片厚 5μm，DAB 显色，常规脱水、透明，封片。
每个标本在高倍镜(200 倍) 下观察，随机取5个视野，采用德国KONTRONIBAS 2. 0全自动图像分析系统，
分别计数 TRPC1、RPC3 阳性细胞数。 
1.5 RT-PCR 检测 取 50 ng 待测脑组织。按照 Trizol RNA 提取试剂盒提取总 RNA，测定 RNA 浓度。采用
Promega A3500 逆转录试剂盒，按操作说明进行逆转录合成 cDNA，以逆转录所得的 cDNA 为模板进行 PCR
扩增。从 GeneBank 中检索大鼠脑 TRPC1、TRPC3 基因全长序列，按引物设计的基本原则设计引物。TRPC1
上游: 5，-GTGCTTGCGGCTTGAGAT-3，；TRPC1 下游: 5，-TGCCATAGCTGGGGAAC-3，；TRPC3 上游:5，
-CTGGCCAACATAGAGAAGGAGT-3，;TRPC3 下游: 5，-CACCGATTCCAGATCTCCAT-3，； 内β-actin 为
内参照，β -actin 引物序列：上游： 5 ， TCATGAAGTGTGACGTTGACATCCGT3 ， ，下游： 5 ，
-CCTAGAAGCATTTGCGGTGCACG ATG-3，。PCR 反应体系为 20μl，PCR 扩增条件：以总 RNA 为模板
逆转录得到 cDNA。反应条件：预变性 94℃，4 min；97℃1 min，56℃30s，72℃45 s 共 30 个循环；延伸
72℃5 min。扩增产物进行 1％琼脂糖凝胶电泳，将特异性蛋白条带扫描后，在同一条件下应用 GL200 数字
凝胶成像分析系统测定条带平均灰度值。通过 TRPC1/β-actin 和 TRPM7/β-actin 的灰度值比值做相对定量
分析。 
1.6 统计学处理 实验结果采用 SPSS11.5 统计软件进行统计学分析，多组间比较采用单因素方差分析
（one-way ANOVA），组间两两比较采用 SNK-q 检验。P<0.05 为差异有统计学意义。 
2 结果 
纳入实验大鼠 40 只，实验过程中死亡 4 只，进入结果分析 36 只，其中对照组 8 只，模型组 7 只，EA
组 7 只，K252a 组 7 只、DMSO 组 7 只。 
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2.1 大鼠中脑腹侧黑质区细胞凋亡数量变化 模型组大鼠黑质区可见大量凋亡细胞；与对照组相比较，凋
亡阳性细胞数目增加 54.5%，EA 组(96.6±15.2)凋亡阳性细胞较模型组明显减少(P<0.05)，K252a 组(58.4±
12.5) 凋亡阳性细胞数目与 PD 组比较差异无统计学意义(P>0.05），而 DMSO 组凋亡阳性细胞数目与 EA
组比较差异无统计学意义（P>0.05）（见图 1）。 
 
 
  
A：对照组 B：模型组 C：EA组  D：K252a组 E：DMSO组 
图 1 TUNEL检测大鼠中脑腹侧黑质区细胞凋亡 
 
2.2 免疫组化检测大鼠中脑腹侧黑质区 TRPC1、TRPC3 阳性细胞数量的变化 与对照组相比较，模型组大
鼠黑质区 TRPC1、TRPC3 阳性细胞显著减少(P<0.05)。 EA 组大鼠黑质区 TRPC1、TRPC3 阳性细胞较模
型组显著增加(P<0.05)；K252a 组大鼠黑质区 TRPC1、TRPC3 阳性细胞与 PD 组比较差异无统计学意义
（P>0.05），而 DMSO 组 TRPC1、TRPC3 阳性细胞数目与 EA 组比较差异无统计学意义（P>0.05）（见图
2, 3）。 
2.3 RT-PCR 检测大鼠中脑腹侧黑质区 TRPC1、TRPC3 mRNA 的表达  与对照组相比较，模型组大鼠黑质区
TRPC1mRNA 和 TRPC3 mRNA 表达显著减少(P<0.05)。EA 组大鼠黑质区 TRPC1 mRNA 和 TRPC3 mRNA
表达较模型组显著增加(P<0.05)；K252a 组大鼠黑质区 TRPC1、TRPC3 mRNA 的表达与模型组比较差异无
统计学意义（P>0.05），而 DMSO 组 TRPC1、TRPC3 mRNA 的表达与 EA 组比较差异无统计学意义（P>0.05）
（图 4）。 
 
A：对照组 B：模型组 C：EA组  D：K252a组 E：DMSO组  
图 2 大鼠中脑腹侧黑质区 TRPC1、RPC3阳性细胞免疫组化染色 ×200 
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图 3 大鼠中脑腹侧黑质区 TRPC1、RPC3 免疫阳性细胞免表达  
                         每个柱子上方的字母提示彼此的差异（P<0.05） 
 
 
图 4 大鼠黑质区 TRPC1、TRPC3 mRNA 表达相对含量的变化  
每个柱子上方的字母提示彼此的差异（P<0.05） 
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3 讨论 
目前研究认为，帕金森病、颅脑损伤、癫痫、脑积水等多种中枢神经系统疾病都与钙离子和铁离子通
道有密切关系。TRPC 通道作为一类重要的非选择性阳离子通道超家族，近来被发现可能参与了 PD 发生发
展的过程。Li 等研究[9]发现，TRPC 通道介导了 BDNF 引起的小脑颗粒细胞轴突导向作用，提示 TRPC 参
与了神经元发育和可塑性过程。Jia 等的研究发现[10]，BDNF 等神经生长因子可以激活 TRPC 通道， TrkB
阻断剂 K252a 可以抑制 BDNF 的神经保护作用。而 TRPC 通道抑制剂 SKF96365 以及 TRPC-siRNA 都能显
著地抑制 BDNF 引起的神经元胞体钙离子水平的增加[11]，降低 BDNF 的神经保护作用，说明 TRPC 和 TrkB 
可能存在某种内在的联系。TRPC 可导致细胞内钙离子浓度的变化。如果钙离子浓度增高，将会启动细胞
凋亡机制。TRPC 离子通道在哺乳动物组织中表达广泛，而 TRPC1、3、5 在脑中大量分布。另外，TRPC4 
AP 基因型与 AD 病人的行为改变和幻觉有关[12]。Selvaraj 等[13] 的研究发现，TRPC1 能够抑制 MPP+诱导
的多巴能神经元变性坏死。而 TRPC3 可以作为介导黑质质密部（SNc）-网状部（SNr）DA 途径的效应通
道调节基底节区神经元的传出模式[14]，提示作为钙通道的 TRPC 可能参与了某些退行性疾病如帕金森病的
发病过程。此外，有研究发现，铁离子可通过 TRPC6 进入 PC12 细胞内并发生聚集，而铁离子代谢异常与
PD 发病关系密切[15]。近年来发现 TRPM7 和 TRPM2 在氧化应激相关信号途径中发挥重要作用，并参与了
氧化应激和炎症介导的神经细胞死亡过程[16～19]。本研究结果表明，6-OHDA 损伤大鼠黑质区 TRPC1、TRPC3
基因表达下调，同时伴随着黑质区细胞凋亡增加，提示 TRPC 亚族可能参与了 PD 的发生发展过程。 
针刺是一种有效防治 PD 的方法。我们的前期研究表明，针刺能抑制 6-OHDA 损伤大鼠黑质区氧化应
激，改善大鼠啊扑吗啡诱导的旋转行为学的改善，显示出良好的神经保护作用[20]。本研究在此基础上进一
步探讨了电针对 PD 模型大鼠神经保护作用的相关机制，结果表明，电针干预能延缓 6-OHDA 损伤大鼠黑
质区 TRPC1、TRPC3 基因表达的下调，削弱神经细胞的凋亡。 
TrkA 信号通路是生物体内重要的信号转导通路。TrkA 分布于皮层锥体细胞、基底前脑、纹状体、隔
区、外侧膝状体、上丘等几乎所有胆碱能神经元及外周感觉神经元、交感神经元和非神经细胞(如免疫细胞)。
众周所知，TrkA 受体在调节神经元生长发育和成熟中发挥重要作用，能够对抗多种损伤性刺激，促进损伤
后神经元再生。本研究通过 6-OHDA 毁损大鼠模型再次验证了 trkA 信号通路在 PD 发病中的作用，并探讨
了该信号通路在针刺神经保护机制中的作用。结果发现，trkA 信号通路抑制剂 K252a 能够阻断电针干预的
6-OHDA 毁损大鼠黑质区 TRPC1、TRPC3 基因表达上调，降低其神经保护作用。 
 PI3K/Akt 是 TrkA 信号转导经典途径，也是细胞周期调控及细胞凋亡过程的关键通路，其在细胞膜上
由生长因子[21，22]或是细胞之间的粘附激活[23～25]。细胞周期失调与凋亡是神经变性疾病最主要的两种病理机
制，目前已在多种神经系统变性疾病中发现了 Akt 表达发生改变，如 Pick’s 病、进行性核上性麻痹、皮
质延髓变性和亨廷顿病等。有研究显示，Akt 基因多态性与 PD 发病风险密切相关[26]。对其深入研究有望
发现 PD 新的发病机制。另外，ERK 也是 rtkA 信号通路之一。提示 PD 的发病机制十分复杂，可能涉及多
条信号通路及多种基因表达。本研究仅探讨了对 6-OHDA 损伤大鼠阻断 rtkA 信号通路后其黑质 TRPC1、
TRPC3 表达的变化以及电针对其的影响。分别阻断 rtkA 信号途径中不同的通路，如 PI3K/Akt 或 ERK，其
结果如何，有待于进一步研究。 
综上所述， TRPC1、TRPC3 基因表达的改变可能与 PD 的发病机制有关。trkA 抑制剂 K252a 能够下
调 TRPC1、TRPC3 基因表达，降低电针的神经保护作用。这提示 trkA 相关信号途径的激活可能参与某些
TRPC 亚族的表达调控，可能是电针干预 PD 发挥神经保护作用的重要调节靶点。本研究结果为进一步解释
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针刺干预 PD 发挥神经保护作用的机制提供了理论依据。另外，对 TRPC 亚族及 trkA 信号通路的深入研究
将有助于发现 PD 新的发病机制并探寻防治 PD 新的药物作用靶点。 
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